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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/06513 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 



referred 

the international application as originally filed, 
the description, pages 



1-11 



the claims, 



pages . 

pages 

pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



as originally filed, 
filed with the demand, 
_, filed with the letter of 
_, filed with the letter of 



1-19 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig . 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages 

I | the claims, Nos. 



I | the drawings, sheets/fig 



I — I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
3 - 1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



2. Citations and explanations 

1 . Preamble 

The three essential features of the invention appear 
to be (i) the fact that the monomers are added to 
the biotic environment, (ii) the measurement of a 
variation in a physical parameter at the surface of 
the sensor, and (iii) the arrangement of said 
surface. These features do not appear to be 
described in the prior art as cited in the search 
report. It should be noted that document Dl (WO-A- 
97/27317) appears to describe a "catalytic 
amplification for overall detection" system (cf. Dl, 
e.g. claim 44, and page 2, lines 13-18 of the 
present application) . These three features appear to 
be present in claim 1 (cf. point 2 below), but not 
unequivocally so (cf . Box VIII) . 

2.1 Novelty: see point 1 above. 

2.2 Inventive step: See the simple use of the system and 
the increase in the sensitivity threshold (cf. the 
present page 2, lines 26-29 as well as examples IV 
and V (pages 10-11) ) . 



Claims 1-19 VES 

Claims no 

Claims 1-19 YES 

Claims NO 

Claims 1-19 YES 

Claims no 
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International application No. 
PCT/EP 00/06513 



/III. Certain observations on the international application 



. n f0 ' ,o . w ' n 8 ob f rva ! ions on the Parity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: y 



Claim 1 appears to be unclear. The essential features of 
the invention are unequivocally described in claim 9 (the 
specific surface structure enabling variation in the 
physical parameter to be detected) . In claim 1, said 
surface is characterised in terms of the expected result, 
admittedly with a reference to the measurement of 
variation in the physical parameter (line 8). In the 
characterising part of claim 1, the term "measurable" 
(line 13) appears to lack clarity in view of the 
expression "signal representative of variation in a 
physical parameter by hybridisation" (line 8) . 
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(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

Cas 1788PCT/GT 


Dn , ID ol voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/iPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/EP00/06513 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
10/07/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
16/07/1999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12Q1/68 


Deposant 






CSEM CENTRE SUISSE .... 







1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration charged de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 4 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagnd d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularites dans la demande intemationale 


VIII 


H 


Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

01/02/2001 


Date d'achevement du present rapport 
11.09.2001 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
Wjfi) D-80298 Munich 

ZZr 9 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eDmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ^-tzzz^ 

Cuendet, P ({ Ml }) 
N° de telephone +49 89 2399 8690 \*wo^5^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n° PCT/E POO/0651 3 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les lements de la demande internationaie (les feuifles de remplacement qui ont 6t6 remises 
& i'office r6cepteur en rgponse £ une invitation faite conform6ment £ I'article 14 sont consid4r4es dans le present 
rapport comme "initiaiement d£pos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-11 version initiale 

Revendications, N°: 

1-19 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiqu^s ci-dessus Staient k la disposition de ('administration ou 
iui ont §te remis dans la langue dans laquelle la demande internationaie a 6te d6pos§e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces Elements etaient k la disposition de I'administration ou Iui ont £te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationaie (selon la r6gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationaie (selon la r£gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationaie (selon la rdgle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationaie (le cas §cheant), I'examen preliminaire internationaie a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationaie, sous forme 6crite. 

□ depose avec la demande internationaie, sous forme d§chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d§pos§e, a 6te fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr§es sous d6chiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) Quillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/E POO/0651 3 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



5. □ Le present rapport a et6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t§ considSrees 
comme allant au-del& de I'expose de Pinvention tel qu'il a §t<§ d6pos6, comme il est indique ci-apr&s (r&gle 
70.2(c)): 

(Toute feui/le de remp/acement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas 6ch§ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-19 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-19 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-19 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/EP00/0651 3 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



1) . Preambule 

Les trois caracteristiques essentielles de I'invention sembleraient etre (i) le fait 
d'ajouter les monomeres au milieu biotique (ii) la mesure d'une variation d'un 
parametre physique au niveau de la surface du capteur (iii) I'agencement de cette 
surface. Ces caracteristiques ne semblent pas etre indiquees dans Tart anterieur 
tel qu'indique dans le rapport de recherche. Notons que D1: WO-A-97/27317 
semblerait correspondre a un systeme du type "amplification catalytique pour une 
detection globale"; cf. D1 , p.ex. revendication 44/presente demande page 2, 
lignes 13-18. Ces trois caracteristiques sembleraient figurer dans la revendication 
1 (cf. au point V.2. ci-dessous) , mais, non sans equivoque (cf. au point VIII ci- 
dessous). 

2) . Point V.2. 

2.1. Nouveaute: voirau point 1 ci-dessus. 

2.2. Activite inventive: voir la mise en oeuvre simple du systeme et I" augmentation 
du seuil de sensibilite; cf. presente p.2, lignes 26-29 ainsi que les exemples IV. et 
V. (pp. 10-11). 

3) . Point VIII. 

La revendication 1 semblerait manquer de clarte. 
Dans la revendication 9 les caracteristiques essentielles de I'invention 
apparaissent sans equivoque (structure specifique du la surface permettant la 
detection de la variation du parametre physique). Dans la revendication 1 cette 
surface est caracterisee par le resulat escompte, en mentionnant, il est vrai, la 
mesure de la variation du parametre physique (ligne 8); dans la partie 
caracterisante de la revendication 1 le terme "mesurable" (1 ligne 13) semblerait 
manquer de clarte au vu du terme "signal representatif de la variation d'un 
parametre physique par hybridation" (ligne 8). 
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(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

Cas 1788PCT/GT ! 


POUR SUITE v0 ' r la no tifi cation de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

ADONNER 


Demande internationale n° 

PCT/EP 00/06513 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

10/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

16/07/1999 


Deposant 

CSEM CENTRE SUISSE .... 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par ('administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 

3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identtques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d' unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

[Y1 le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° Jx 



[X| suggeree par le deposant. | j Aucune des figures 

□ , 4 . ^ n'est a publier. 

parce que le deposant n'a pas suggere de figure. K 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C12Q1/68 



Selon la classification inlernationale des brevets (CIB) ou a la fois seion la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche intern at ionale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 97 27317 A (CHEE MARK ;LAI CHAOQIANG 
(US); LEE DANNY (US); AFFYMETRIX INC (US)) 
31 juillet 1997 (1997-07-31) 
voir document en entire, esp. revend. 
43,44 et figure 20 

EP 0 669 395 A (B0EHRINGER MANNHEIM GMBH) 
30 aout 1995 (1995-08-30) 
voir document en entire, esp. claims 43,44 
et figure 20 

WO 98 58079 A (HUDSON ROBERT H E ; DAMHA 
MASAD (CA); PIUNN0 PAUL A (CA); UDDIN AND) 
23 decembre 1998 (1998-12-23) 
voir Abrege 

_/- 



1-3 



1,2,8-11 



| X I Voir la suj,e du cadre C pour la fin de la liste des documents 



0 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

'A' document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de depdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indrquee) 

'O' document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

'P' document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de invention 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvefle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 



13 decembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 



20/12/2000 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Osborne, H 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'indicatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



EP 0 886 141 A (SUISSE ELECTRONIQUE 
MICROTECH ;PRI0NICS AG (CH)) 
23 decembre 1998 (1998-12-23) 
revendication 1 



1,2,8-11 
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I Application No 

PCfW 00/06513 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9727317 A 


31-07-1997 


AU 


2253397 


A 


20-08-1997 






EP 


0880598 


A 


02-12-1998 


EP 0669395 A 


30-08-1995 


DE 


4406524 


A 


31-08-1995 






JP 


2777550 


B 


16-07-1998 






JP 


7270425 


A 


20-10-1995 






US 


5573913 


A 


12-11-1996 



W0 9858079 A 23-12-1998 CA 2208165 A 18-12-1998 

AU 7024498 A 04-01-1999 
EP 0991777 A 12-04-2000 



EP 0886141 A 23-12-1998 EP 0887645 A 30-12-1998 
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VERIFICATION OF TRANSLATION 



International Application PCT/EP 00/06513 of 10.07.2000 



I, (Name and address of translator) 

Gerard Therond 
Esplanade 4 
2 087 Cornaux 
Switzerland 

am conversant in the English language and I state that the 
following is a true translation to the best of my knowledge 
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SYSTEME CAPTEUR BIOCHIMIQUE A SENSIB1LITE ACCRUE 
PAR AMPLIFICATION MOLECULAI RE DU. SIGNAL 

La presente invention a pour objet un systeme capteur biochimique dont la 
sensibilite est accrue par une amplification moleculaire d'un signal initialise par 
['interaction entre une entite biochimique presente dans une solution ou un fluide 
biologique et un reactif immobilise sur le substrat du capteur et ayant une affinite 
5 specifique pour ladite entite biochimique. 

En matiere de capteurs biologiques, on recherche de plus en plus des 
systemes quhpermettent de faire encore reculer les limites de'detection et de dosage 
d'entites biochimiques dans des fluides biotiques, dans I'espoind'obtenir une tres 
grande sensibilite de detection. A cet effet, les perfectionnements technologiques ont 

10 porte non seulement sur I'environnement instrumental, par exemple sur les limites de 
detection d'un signal, mais aussi sur la conception meme du capteur des lors qu'on 
avait atteint les limites de sophistication au niveau instrumental. Mais la encore, les 
perfectionnements au niveau du capteur ont atteint un seuil au dela duquel il n'est 
plus possible de detecter des biomolecules a I'etat de traces, seuil qui est de I'ordre 

15 du nanomotafre (riM) ou du picomolaire (pM). p||f 

Neanmoins d'autres perfectionnements ont permis rfefrendre le signal d'un 
capteur, jusqu'alors indetectable par les technologies anterieures, mesurable grace a 
une amplification du signal sur lequel repose le principe de detection. Une telle 
amplification trouve son application preferee dans le domaine des capteurs 

20 biologiques etant donne que les conditions mises en oeuvre dans Tanalyse biologique 
sont compatibles avec les systemes de bioamplification. 

Actuellement, deux modes de bioamplification sont employes dans des 
systemes destines a detecter, par exemple, des reactions imh|iiinologiques. Selon un 
premier mode d'amplification, dans les tests ELISA (EnzymerLinked Immunosorbent 

25 Assays), la molecule a detecter, par exemple un anticorps qui interagit avec une entite 
chimique tel qu'un antigene immobilise, est chimiquement liee a une enzyme. 
L'enzyme sert a catalyser la transformation des molecules detectables. Dans ies 
systemes ELISA couramment utilises, les enzymes qui catalysent la production 
d'entites chimiques sont presque toujours des hydrolases. Les produits de reaction 

30 solubles dans I'eau sont de preference detectes dans I'enslmble du milieu reactionnel 
en mesurant I'absorption, la luminescence ou la biolumineseefice. 

Dans les biocapteurs, on obtient un deuxieme mode d'amplification en 
augmentant le nombre ou la masse des especes detectees. Ce principe 
d'amplification est realise par exemple en liant des marqueurs de masse a la molecule 

35 a detecter. 
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Si le principe de detection repose sur la fluorescence ou ['absorption, des 
molecules fluorescentes ou absorbantes sont chimiquement liees a I'entite chimique. 
A titre d'exemple d'amplification de ce type, on peut citer le brevet US 5,175,270 qui 
decrit un mecanisme d'amplification a partir d'une architecture dendrimere a la surface 
5 du capteur. La liaison de molecules modifiees sur chaque molecule cible, ou la liaison 
de reactifs secondares marques (par exemple des colloTdes, nanoparticules ou des 
anticorps secondares marques avec un fluorophore) produira une amplification 
lineaire du signal. Des billes de latex, des composes nanonocristallins semi- 
conducteurs ou de Tor colloidal sont des marqueurs de masse couramment utilises 
10 dans les systemes biocapteurs. Dans des systemes d'amplification commerciaux, des 
anticorps secondaires fortement marques par des molecules fluorescentes 
contribuent a augmenter le signal lineairement. 

En general, les systemes usuels amplifient les signaux du capteur par des 
reactions catalysees par une enzyme qui augmente le nombre d'entites chimiques 
15 secondaires de I'ensemble par catalyse (amplification catalytique pour une detection 
globale). Autrement, on augmente les signaux du capteur soit en ajoutant de la 
masse, pour une detection sensible a la masse, soit en augmentant le nombre de 
molecules marquees qui sont liees a I'unite. 

A titre d'exemple d'amplification lineaire a la surface d'un capteur, on peut citer 
20 Pamplification d'un signal de fluorescence : dans ce systeme les anticorps 

secondaires sont conjugues pour permettre la detection de cibles en faible quantite. 

Ces deux modes d'amplification qui viennent brievement d'etre rappeles ont 
permis d'augmenter sensiblement, soit en solution soit sur une surface, la sensibilite 
de detection : its ne permettent cependant pas d'obtenir un signal suffisamment eleve 
25 pour les rendre suffisamment utilisables dans la pratique. 

La presente invention a done pour but d'augmenter encore le seuil de 
sensibilite d'un capteur biochimique par une methode d'amplification n'ayant pas les 
inconvenients de I'art anterieur, en etant en particulier plus simple a mettre en oeuvre 
et moins couteuse. 

30 A cet effet, I'invention a pour objet un capteur biochimique a amplification 

moleculaire d'un signal pour la detection et le dosage d'une entite biologique en milieu 
biotique, cette entite biologique pouvant comprendre des oligonucleotides, des 
peptides ou des polysaccharides. Le systeme d'amplification est caracterise en ce 
qu'on ajoute au milieu biotique des composes monomeres et des unites catalytiques 

35 capables de catalyser a partir de Pextremite d'un brin elementaire de I'entite biologique 
un enchainement polymere a partir desdits composes monomeres en augmentant 
ainsi localement un parametre physique mesurable a la surface du capteur. 
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Les unites catalytiques sont des enzymes choisies parmi toutes les classes de 
transferases, polymerases et synthetases qu'il est possible d'utiliser, soit 
individuellement, c'est-a-dire en ne choisissant qu'une seule espece d'enzyme, soit en 
choisissant plusieurs enzymes qu'on utilise en combinaison ou qu'on ajoute de facon 
5 sequentielle au milieu biotique. 

Parmi les unites catalytiques preferees. on peut citer une transferase 
specifique a I'ADN ou a TARN simple qui allonge le brin oligonucleotide. 

Les composes monomeres, qui sont ajoutes au milieu biotique pour augmenter 
localement la masse par polymerisation, sont choisis de preference parmi les acides 
10 nucleiques : NTP ou dNTP; ou N = A (Adenosine), C (Cytidine), G (Guanosine) ou T 

(Tymidine) et d = deoxy. 

Les peptidases, utilisees sous des conditions qui favorisent la reaction inverse, 
permettent la synthese de materiaux proteiniques. Lorsqu'on veut obtenir une 
augmentation locale de masse des hydrates de carbone par une addition sequentielle 
15 d'enzymes, on choisit de preference des monosaccharides transferases. 

Comme indique precedemment, la detection et le dosage d'une entite 
chimique en milieu biotique repose fondamentalement selon I'invention sur une 
augmentation d'un parametre mesurable, tel que la masse, a la surface meme du 
capteur. 

20 Selon un premier mode de detection, la surface du capteur a un agencement 

en reseau ou en gradient de reseau permettant de detecter, par exemple par des 
moyens optiques dans le champ d'evanescence une variation de I'indice de refraction 
resultant de la variation de masse a la surface capteur, cette variation etant en 
correlation avec le dosage de I'entite biochimique. 

25 Selon un deuxieme mode de detection, les composes monomeres ajoutes au 

milieu biotique sont marques avec un chromophore ou un fluorophore, de sorte que le 
polymere forme va augmenter localement la densite de marquage et permettre 
d'effectuer une mesure de fluorescence correlable avec le dosage de I'entite 
biochimique. 

30 Ces deux modes de detection sont donnes a titre d'exemples, mais le systeme 

capteur selon I'invention est adaptable a tout autre type de biocapteur sensible a une 
augmentation d'un parametre physique, telle la masse a sa surface. 

II est done necessaire de maintenir a la surface du capteur le brin elementaire 
de I'entite elementaire permettant, par exemple, I'accroissement de masse par 

35 polymerisation a partir de Tune de ses extremites. A cet effet, le substrat subit un 
traitement approprie, explique plus en detail par la suite, qui permet d'immobiliser 
directement ou indirectement I'unite de detection. 
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^immobilisation directe de Tunite de detection s'effectue par une interaction 
covalente ou non covalente avec I'entite chimique a detecter, ladite interaction 
pouvant etre unidirectionneile en etant par exemple etablie par une des extremites de 
la sequence de nucleotides. 
5 Cette immobilisation peut egalement etre realisee en utilisant un agent de 

reticulation photopolymerisable. 

Lorsque I'immobilisation est effectuee de fagon indirecte, on utilise une 
charpente moleculaire qui permet d'immobiiiser un plus grand nombre d'unites de 
detection, ladite charpente moleculaire etant elle-meme liee a la surface du biocapteur 

10 par ane unite d'accrochage. De fa?on optimale, cette unite d'accrochage a une 

grande affinite pour interagir avec les molecules de detection. De telles interactions 
sont par exemple des interactions du type (premier anticorps)-(deuxieme anticorps), 
comme c'est le cas dans les protocoles de test EL ISA generalises, ou des interactions 
de type ADN/ADN comme c'est le cas dans les dispositifs biocapteurs a base d'ADN. 

15 De nombreuses structures peuvent etre utilisees pour former la charpente 

moleculaire, parmi lesquelles on peut citer : 

- de petites entites moleculaires qui permettent au moins une double 
fonctionnalisation, tel qu'un agent de reticulation hetero-bifonctionnel par exemple N- 
(m-(trifluromethyl)diazirin-3yl)phenyl)-4-maleimido-butyramide, 

20 - un anticorps modifie avec un oligonucleotide ou un de ses fragments. La 

fraction hydrocarbonee et le domaine-clef des anticorps possedent des groupes 
fonctionnels telles que des chaTnes laterales carbohydrates et amino-acides qui 
respectivement facilitent Taddition d'oligonucleotides, 

- des dendrimeres ADN de tailles appropriees, qui presentent un grand interet 
25 en raison de leur aptitude a de multiples fonctionnalisations pour les oligonucleotides 

specifiques. Des extensions a brin unique de dendrimeres ADN permettent de fixer 
des anticorps fonctionnalises a Taide d'oligonucleotides, 

- des colloTdes de metaux ou de composes nanocristallins semiconducteurs 
qui procurent les elements essentiels pour une fonctionnalisation multiple. 

30 L'unite d'accrochage qui etablit une liaison selective entre la charpente 

moleculaire et la molecule de detection est, dans un mode de realisation prefere, 
formee par une partie d'une molecule identique a Tunite de detection, tel qu'un 
anticorps, ou par un fragment de celle-ci. Parmi les unites d'accrochage utilisables 
dans le cadre de la presente invention, on peut citer : 

35 - toutes les classes d'immunoglobulines, la proteine A, la proteine G, la 

proteine fusionnee A-G, 
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(57) Abstract: The invention concerns a biochemical sensor system with 
molecular amplification of the signal for detecting and analysing a biological 
entity in a biotic medium, said biological entity being identifiable by at least 
an elementary strand comprising a nucleotide-specific sequence, said sensor 
having at its surface a detecting unit immobilised directly on indirectly, 
said detecting unit having a nucleotide sequence complementary to that of 
the biological entity and said sensor surface being arranged to deliver to 
the detecting and measuring means a signal representing the variation of a 
physical parameter by hybridizing the biological entity with the detecting 
unit. The invention is characterised in that it consists in adding to the biotic 
medium monomer compounds and catalytic units capable of catalysing from 
, the elementary strand end of the biological entity a polymeric concatenation 
of said monomer compounds thereby locally increasing the mass physical 
parameter at the sensor surface. 

(57) Abreg6: Systeme capteur biocnimique a amplification moleculaire d*un 
signal pour la detection et le dosage d'une entity biologique en milieu bio- 
tique, ladite entite* biologique Ctant identifiable par au moins un brin elemen- 
taire comprenant une sequence specifique de nucleotides, ledit capteur ayant 
a sa surface une unite" de diction immobilisee directement ou indirectement, 
ladite unite' de detection possedant une sequence de nucleotides complemen- 
taire de celle de l'entite' biologique et ladite surface du capteur etant agencee 
pour delivrer a des moyens de detection et de mesure un signal representatif 
de la variation d'un parametre physique par hybridation de Fentite* biologique 
avec r unite" de detection, caractense' en ce qu'on ajoute au milieu biotique des 
composCs monomeres et des unite's catalytiques capables de catalyseur a partir 
de rextre'mite' d'un brin el^mentaire de l'entite" biologique un enchainement 
polymere a partir desdits composes monomeres en augmentant ainsi locale- 
ment le parametre physique de masse a la surface du capteur. 
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- I'avidine, la neutravidine, la streptavidine et des oligonucleotides qui occupent 
un quart des sites individuels de liaison biotine. 

- une polyhistidine marquee, 

- un nitrolo-tetraacetate marque, 

5 - n'importe quel genre d'interaction moleculaire a liaison specifique mais non 

covalente. 

En fonction des caracteristiques de la charpente moleculaire, et notamment 
iorsqu'elle a une architecture dendrimere, I'unite de liaison polymere peut etre un 
oligonucleotide avec une sequence de nucleotides en partie complementaire de Tune 
10 des branches d'un dendrimere. 

D'autres caracteristiques et avantages de Invention apparaitront dans ia 
description suivante faite en reference aux dessins annexes dans lesquels : 

- les figures 1A, 1B et 1C represented schematiquement les etapes 
conduisant a un premier mode de realisation, 

-1 5 - ia figure 2 est une representation schematique d'un deuxieme mode de 

realisation, et 

- les figures 3A et 3B montrent schematiquement un troisieme mode de 
realisation. 

On va maintenant decrire un premier mode de realisation d'un systeme 

20 capteur le plus simple selon ['invention, en reference aux figures 1A, 1B et 1C ou on a 
schematiquement represents les etapes permettant d'amplifier un signal. 

La premiere etape (figure 1 A) montre un capteur 1 a la surface 2 duquel est 
immobilise un oligonucleotide 3 par son extremite 3'. Cet oligonucleotide 3 est designe 
plus generalement par "molecule de detection" 4. Cette immobilisation peut etre 

25 effectuee, soit par un traitement approprie de la surface du capteur pour permettre 
Tetablissement d'une liaison covalente avec Textremite 3' de I'oligonucleotide 3, soit 
par un procede thermochimique ou encore par une technique de photo-immobilisation 
au moyen d'un agent de reticulation photopolymerisable, comme cela sera explique 
plus en detail dans les exemples qui suivent. Cette molecule de detection comporte 

30 une sequence de nucleotides specifique qui va permettre par hybridation (figure 1B) 
d'immobiliser un brin elementaire 5 de Tentite biochimique 6 a analyser, ce brin 
elementaire ayant une sequence de nucleotides complementaire de celle de la 
molecule de detection 4. Cette hybridation est effectuee en laissant libre Textremite 3' 
du brin elementaire 5. Dans I'etape suivante (figure 1C), on a ajoute des nucleotides 

35 monomeres 7, designes par la suite par Tabreviation usuelle dNTP, et une enzyme 10, 
telle qu'une transferase a extremite 3'. Cette enzyme 10 va catalyser specifiquement 
la formation de liaisons covalentes entre I'extremite 3* du brin elementaire 5 et 
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successivement les nucleotides ajoutes au milieu pour creer un enchaTnernent 
polymere 9 qui va augmenter la masse totale a la surface, ce qui va se traduire par 
une variation mesurable de I'indice de refraction. Dans le cas ou les nucleotides 
ajoutes au milieu sont marques avec un marqueur fluorescent, cette augmentation de 
5 masse va se traduire par une accumulation de nucleotides marques a la surface du 
capteur et une diminution globale de la fluorescence du milieu. 

En se referant maintenant a la figure 2, on a represents schematiquement un 
systeme capteur selon I'invention correspondant a un mode d'ampfification plus 
complexe, en ce que les oligonucleotides 3 sont indirectement liees a la surface 2 du 

10 capteur 1 par I'intermediaire d'une charpente moleculaire 20 immobilisee a la surface 
du capteur par une unite d'accrochage 30. Dans I'exemple represents, la charpente 
moleculaire 20 est formee par un colloide bifonctionnalise pour retenir a la fois les 
oligonucleotides 3 attaches par Pextremite 5' et un fragment d'anticorps 31 
complementaire d'un antigene 32 immobilise a la surface, I'anticorps 31 et I'antigene 

15 32 realisant ensemble I'accrochage. Pour effectuer I'amplification du signal, on 
procede comme indique precedemment en ajoutant une enzyme 10 et des 
nucleotides 7. 

La description ci-apres donne en detail les differentes etapes qui permettent 
d'obtenir un systeme capteur biochimique selon ('invention et les modifications qu'il 

20 convient d'apporter a la surface d'un capteur optique du type de ceux qui reposent sur 
une detection de fluorescence ou sur une detection refractometrique. Avec de petites 
modifications, les procedures decrites s'appliquent aussi a d'autres systemes capteurs 
et a d'autres materiaux de transducteurs. Une modification de surface par silanisation 
convient aux surfaces qui donnent des groupes hydroxy de surface ou aux surfaces 

25 sur lesquels on peut produire des groupes hydroxy. D'une autre fa?on, on utilise aussi 
les technologies de photo-immobilisation pour fonctionnaliser une surface quand on 
souhaite avoir une fonctionnalisation de surface adressable et supprimer du milieu les 
liaisons non specifiques de Tentite biologique. En principe, les materiaux employes 
pour le capteur sont des oxydes metalliques a la fois pour les mesures basees sur la 

30 refractometrie et pour celles basees sur la fluorescence. Les modifications par 

charpente moleculaire amplificatrice ont ete effectuees avec des colloides d'or et des 
dendrimeres a plusieurs branches. Dans tous les exemples decrits ci-apres, on a 
effectue Tamplification du signal avec la transferase a extremite 3 1 (S'TT) pour 
catalyser Taddition de nucleotides a Textremite libre 3'. 
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I. Fnnctionnalisation de la surface du capt sur et immobilisation de I'unite de 
detection 

Silanisation de la surface d'un oxvde met alliaue et liaison d'un oligonucleotide 

En partant des protocoles de R. E. Kunz decrits dans les publications "Sensor 
and Actuators A (1997) 60,23" et "Sensors and Actuators B (1997) 38-39, 705", on a 
augmente le nombre de radicaux hydroxy en traitant les capteurs optiques repliques 
sur des polymeres organiques avec un plasma d'oxygene dans un generateur de 
plasma. On a nettoye les systemes capteurs optiques sur verre par ultrasons dans 
I'acide nitrique 65% pendant trente minutes (30 mn), puis par rincage a I'eau 
bidistillee. Les surfaces externes d'oxyde metallique ont ete silanisees en phase 
vapeur avec du 3-(glycidyloxy) propoyl-trimethoxysilane pendant deux jours a 180X 
et 10 mbar. On a enfin immobilise sur les surfaces epoxy ainsi obtenues, des 
oligonucleotides commerciaux a chaine terminale 3' ou 5'amino prealablement 
dissous dans un tampon de phosphate de sodium dilue a 1/100. 

Immobilisation d'oligonucleotides p ar I'intermediaire de polymeres 
photopolvmerisables 

Selon un protocole de photoimmobilisation de proteine decrit par H. Gao et al 
(Biotechnol. Appl. Biochem. (1994) 20, 251-263), la technique demobilisation 
adressable de biomolecules a ete etendue a la liaison covalente d'oligonucleotides. 
Tout a la fois, le revetement en couches et ('immobilisation en une seule etape se sont 
reveles applicables aux nucleotides. Au lieu d'utiliser de Talbumine de serum bovin 
aryldiazirine modifie, on a employe a titre de nouveau reactif comme polymere 
photopolymerisable un dextrane aryldiazirine modifie. Un dextrane aryldiazirine 
modifie (T-Dextran) a ete synthetise par thiocarbamoylation de I'amino-dextrane avec 
la 3-(trifluoromethyl)-3-3(m-isothiocyanophenyl) diazirine. Pour la photoimmobilisation 
des oligonucleotides, on a prepare une solution contenant 20 nanomoles de T- 
Dextran et 10 nanomoles d'oligonucleotides en solution dans un milieu tampon a 
pH 7,4 (1 ,5 mM de NaCI et 0,05 mM de phosphate de sodium). 

On a utilise ce melange pour imprimer par jet d'encre une surface de 10 mm 2 , 
ce qui correspond a une densite de 500 fmol/mm 2 , soil encore 5 nl pour une surface 
de 3 x 3 mm. Une fois ce depot effectue, on seche les echantillons a temperature 
ambiante pendant 2 h a 20 mbar. puis on les expose a la lumiere pour activer la 
reticulation du polymere. Cette immobilisation a ete effectuee par une irradiation de 
trois minutes avec une source de lumiere Orvel (1 1 mW/cm 2 ) avec un filtre pour 
eliminer les radiations inferieures a 320 nm. Les surfaces modifiees sont lavees par 
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plusieurs solutions tampons et finalement cinq fois a I'eau bidistillee. Par un marquage 
isotopique, on a pu determiner que 40% des oligonucleotides etaient immobilises sur 
le capteur, ce qui correspond approximativement a une densite de 200 fmol/mm 2 . 

5 Immobilisation orientee d'oliqonucleotides 

Pour avoir une immobilisation orientee d'oligonucleotides, on a prepare des 
substrats ayant a leur surface du nitrure de silicium, des polymeres organiques, du 
diamant ou encore du DLC (Diamond-like Carbon). Les substrats de base, a 
I'exception des polymeres organiques, sont laves aux ultrasons successivement 5 mn 

10 chaque fois dans de I'hexane et dans de I'ethanol et seches pendant deux heures a 
temperature ambiante a 6 mbar. On depose ensuite avec une seringue une goutte 
d'une solution ethanolique 0,25 mM de I'agent de reticulation N-(m- 
(trifluromethyl)diazirin-3yl)phenyl)-4-maleimido-butyramide. Une goutte de 10 pi 
permet de couvrir une surface de 25 mm 2 . Apres sechage de deux heures a 

15 temperature ambiante a 30 mbar, on effectue la photoimmobilisation en irradiant les 
echantillons pendant 20 mn avec une source lumineuse Stratalinker a 350 nm 
procurant une irradiation de 0,9 mW/cm 2 . On lave ensuite les surfaces modifiees trois 
fois avec de I'hexane et de I'ethanol; dans le cas d'un polymere organique utilise 
comme substrat, on utilise le methanol comme produit de lavage. Pour obtenir une 

20 immobilisation covalente, on dissout 10 nmol de 5'thio-oligonuleotide dans 50 pi d'une 
solution tampon degazee a pH 7,7 (0,2 M HEPES + 1 mM EDTA). Cette solution est 
ensuite deposee par pipettage sur la surface maleimide modifiee et mise a incuber 
pendant seize heures a temperature ambiante. En dernier lieu, comme explique plus 
loin, on rince la surface oligonucleotide modifiee avec la solution tampon 
25 d'hybridation. 

II. Preparation de la charpente moleculaire 

Fonctionnalisation de colloTd es d'or avec des oligonucleotides et des fragments 
30 d'anticoros F(ab') 

On effectue la sedimentation de colloTdes d'or de 20 nm de diametre 
(10'000 tours/mn, pendant 30 mn) puis on elimine le surnageant et on ajoute une 
solution contenant 0,7 nmol de 5'thio-oligonucleotides et 0,3 nmol de fragments F(ab') 
fraTchement prepares dissous dans 50 pi d'une solution tampon degazee a pH 7,7 
35 (0,2 M HEPES + 1 mM EDTA). On garde la solution seize heures a temperature 

ambiante et on lave les colloTdes modifies en effectuant trois cycles de sedimentation 
et de remise en suspension dans un tampon de phosphate de sodium. 
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Charoente moleculaire de tri et multidentates d'ADN 

Avec une structure ADN tridentee, on a un ADN a deux extremites 3'OH et 
pour la premiere generation de dendrimere avec cinq extremites 3'OH. 
5 Uarchitecture dendrimere de cette charpente moleculaire a ete preparee 

comme indique dans les brevets de la societe Polyprobe (US 5,175,270; 
US 5,484,904; US 5,487,973). On a selectionne des sequences d'oligonucleotides 
ADN en tenant compte d'une liaison efficace du brin complementaire. On a assemble 
(figure 3A) une structure dendrimere de base 41 en laissant libres les deux extremites 

10 3' pour ramplification 3TT, une extremite 5' etant complementaire de la molecule de 
detection immobilisee a la surface. Cet assemblage moleculaire permet de dupliquer 
le nombre de sites d'extension 3TT. Les charpentes moleculaires de dendrimeres de 
premiere generation ont ete con?ues de fa?on analogue. L'addition d'un dendrimere 
tetradente (40) et d'un deuxieme etage aux dendrimeres tridentes (41) et bidentes 

15 (42) a porte le nombre de sites d'extension 3TT a cinq (figure 3B). 

III. Hybridation de brins de ADN complementaires et reaction de transferase a 
extremite 3' 

20 Hybridation des oligonucleotides d'ADN avec les molecules de dete ction immobilisees 
a la surface 

On a effectue la reaction d'hybridation avec les molecules de detection 
immobilisee a la surface, c'est-a-dire avec 15 a 60 nucleotides. Apres immobilisation 
des molecules ADN de detection, on a lave les surfaces trois fois avec une solution de 

25 5xSSC contenant 0,1% en poids de dodecylsutfate de sodium pour eliminer les 
oligonucleotides adsorbes de fa?on non covalente. On a ensuite dissous des brins 
elementaires d'ADN a chaine unique dans 250 ml d'une solution d'hybridation 
comprenant en poids 1% de caseine, 0,1% de sel sodique de lauroylsarcosine et 
0,02% de dodecysulfate de sodium dans une solution tampon de 5xSSC. 

30 La solution ainsi obtenue a ete deposee a la surface du capteur et on a laisse 

incuber deux heures a 45°C. Apres I'etape d'hybridation, on a lave les surfaces deux 
fois avec 2 x SSC contenant du dodecylsulfate de sodium a 0,1% en poids a 
temperature ambiante et trois fois avec une solution tampon 5 x SSG. contenant du 
dodecylsulfate de sodium a 0,1% en poids, chauffee a 50°C. Ces operations de 

35 lavage intensif incorporant des detergents sont necessaires pour eliminer les brins 
elementaires non hybrides. 
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Reaction de la transferase a extremity SV rpartinn 3TT) 

Dans I'etape suivante, on a ajoute aux brins elementaires hybrides des 

nucleotides, ayant ou non un marqueur fluorescent, en meme temps que I'enzyme 

3TT. Cette enzyme catalyse la liaison des nucleotides avec le brin elementaire. En 
5 ajoutant des monomeres aux brins elementaires, I'enzyme augmente I'indice de 

refraction pour la detection de masse ou la fluorescence a la surface du biocapteur. 

On a d'abord lave la surface du capteur deux fois avec 200 pi du tampon cacodylate a 

pH 7 (0,5 M cacodylate, 5 mM CoCI 2 , 1 mM dithiothreitol). On a fait demarrer la 

reaction en ajoutant deux unites de 3TT a un milieu d'incubation compose de 20 pi de 
10 tampon cacodylate, 100 pi d'un deoxynucleotide phosphate (dNTP), 4 pi de 5 mM de 

dCTP et 100 pi d'eau. Le melange a ete brievement melange par aspiration avec une 

pipette et depose sur le substrat. 

Les modifications d'indice de refraction a la surface du capteur ont ete suivies 

soit de facon optique avec un capteur optique integre, soit par une detection de 
15 fluorescence. On a quantifie I'amplification du signal en effectuant la difference entre 

le signal le plus eleve obtenu d'une surface ayant le brin elementaire immobilise, et le 

signal provenant d'un capteur de reference dans lequel le brin elementaire n'a subi 

aucune hybridation. 

20 IV. Amplification du sional dans un test aenetiaue 

Test de detecti on de ['amplification du signal de fluorescence 

Dans ce test, des molecules de detection d'ADN ont ete immobilisees a la 

surface du capteur par photo-immobilisation a base de dextrane et hybridees avec les 
25 oligonucleotides qui sont, soit un compose temoin synthetique soit un oligonucleotide 

provenant de PCR. Dans le milieu reactionnel 3'TT. il y a des "dCTP" et des 

nucleotides fluorescents ChromaTide BODIPY FL-14-dCTP (Molecular Probes, 

Eugene Oregon, USA). On a initie la reaction d'amplification en ajoutant deux unites 

de 3'TT et on I'a arrete apres cinq minutes en lavant la surface du capteur avec la 
30 solution tampon de la reaction. On a suivi ('augmentation de fluorescence a la surface 

et compare les resultats avec la fluorescence apres hybridation d'une molecule de 

detection marquee a la fluoresceine. 

Dans une deuxieme serie d'experiences, on a hybride I'oligonucleotide a la fois 

a la branche de liaison de la premiere generation de dendrimeres et a la molecule de 
35 detection liee a la surface. Avec cette configuration, la reaction 3TT a lieu avec cinq 

extremites 3' disponibles sur la charpente moleculaire. 
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On a enregistre incorporation des composes dCTP fluorescents. Les resultats 
experimental montrent que le signal est augmente d'un facteur 3,8 comparativement 
a celui d'un biocapteur agence sans dendrimeres. 

V. Amplification du signal 3TT dans des tests im munoloaiaues 

On a examine la liaison d'un anticorps a un antigene photoimmobilise en 
utilisant la detection optique integree sans marqueur telle que decrite par H. Gao et al 
(Biosensors and Bioelectronics (1995) 10, 317-328). On a effectue le testavec un 
anticorps non modifies et, dans une deuxieme serie d'experiences, avec un anticorps 
fonctionnalise avec un oligonucleotide. On a effectue la fonctionnalisation de 
I'anticorps comme indique par Ghosh et al (Bio-conjugate. Chem. (1990) 1,71-76). 
^amplification du signal secondaire par la reaction 3TT a ete effectuee a la fois pour 
les deux systemes de tests. Le milieu reactionnel comprenait des "dCTP" et deux 
unites de I'enzyme 3'TT. On a suivi en fonction du temps I'augmentation de masse en 
observant les modifications de I'indice de refraction. La vitesse initiate de reaction et le 
niveau de saturation se sont reveles 64 fois plus grands avec I'echantillon comprenant 
I'anticorps modifie par les oligonucleotides qu'avec I'echantillon sans oligonucleotides. 

On a atteint une augmentation d'un facteur 150 pour la sensibilite de detection 
d'une entite biologique avec une charpente moleculaire a collofdes d'or 
bifonctionnalisee en ayant a sa surface a la fois des fragments d'anticorps specifiques 
d'un antigene et des oligonucleotides. On a utilise cet agencement moleculaire pour 
amplifier le signal d'un biocapteur immunologique. Comme decrit ci-dessus, on a 
modifie des particules d'or colloidal de 10 nmoles avec des oligonucleotides et des 
fragments F(ab') dans une proportion de 7/3. On a ensuite applique a la surface du 
biocapteur ces colloides d'or bifonctionnalises en meme temps que deux unites 3'TT 
et on a enregistre I'augmentation de masse en fonction du temps. Le determinant 
antigenique du fragment F(ab') immobilise sur le colloide s'oriente vers un epitope 
d'anticorps du test ELISA. L'amplification du signal en fonction de la masse a ete 
obtenu d'abord au moyen d'une liaison selective des colloides substitues. 
L'augmentation de la chaTne d'oligonucleotides provoquee par la reaction 3TT conduit 
a une tres forte augmentation du signal. Cela conduit finalement a l'amplification a 
saturation 150 fois superieure a celle d'un echantillon sans colloide. 
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REVEND I CATIONS 

1 . Systeme capteur biochimique a amplification moleculaire d'un signal 
pour la detection et le dosage d'une entite biologique en milieu biotique, ladite entite 
biologique etant identifiable par au moins un brin elementaire comprenant une 
sequence specifique de nucleotides, ledit capteur ayant a sa surface une unite de 

5 detection immobilisee directement ou indirectement, ladite unite de detection 
possedant une sequence de nucleotides complementaire de celle de I'entite 
biologique et ladite surface du capteur etant agencee pour delivrer a des moyens de 
detection et de mesure un signal representative la variation d'un parametre physique 
par hybridation de I'entite biologique avec ('unite de detection, caracterise en ce qu'on 

0 ajoute au milieu biotique des composes monomeres et des unites catalytiques 

capables de catalyser a partir de I'extremite d'un brin elementaire de I'entite biologique 
un enchaTnement polymere a partir desdits composes monomeres en augmentant 
ainsi localement un parametre physique mesurable a la surface du capteur. 

2. Systeme capteur selon la revendication 1 , caracterise en ce que ledit 
5 parametre physique mesurable est la masse, I'absorption d'une onde lumineuse ou 

remission d'un signal de fluorescence. 

3. Systeme capteur selon la revendication 1 , caracterise en ce que les 
unites catalytiques sont des enzymes choisies parmi les transferases, les 
polymerases et les synthetases. 

4. Systeme capteur selon la revendication 3, caracterise en ce que les 
enzymes sont ajoutees au milieu biotique en choisissant une seule espece, en 
combinant plusieurs especes, ou en ajoutant sequentiellement plusieurs especes. 

5. Systeme capteur selon les revendications 3 ou 4, caracterise en ce que 
I'enzyme est une transferase a brin ADN, telle qu'une transferase a extremite 3\ ou 
une polymerase a brin ARN. 

6. Systeme capteur selon les revendications 3 ou 4, caracterise en ce que 
I'entite biologique est un peptide ou une proteine et en ce que Tenzyme est une 
synthetase peptidee. 

7. Systeme capteur selon la revendication 4, caracterise en ce que I'entite 
biologique est un di-ou oligo-saccharide et en ce que les enzymes ajoutees de fa?on 
sequentielle comprennent une mono- ou oligo-saccharide transferase. 

8. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 5 f caracterise en ce 
que les composes monomeres sont choisis parmi les nucleotides et les 
oligonucleotides 
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9. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que la surface du capteur a un agencement en reseau ou en gradient de reseau 
permettant une detection optique de la variation de I'indice de refraction, liee a la 
variation de masse a la surface du capteur, cette variation d'indice de refraction etant 
correlable avec le dosage de I'entite biochimique. 

10. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
que les composes monomeres sont marques avec un chromophore ou un fluorophore 
permettant d'effectuer une mesure d'absorption ou de fluorescence correlable avec le 
dosage de I'entite biochimique. 

1 1 . Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce 
que la sequence de nucleotides formant I'unite de detection est directement liee a la 
surface du capteur par liaison covalente. 

12. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce 
que I'unite de detection est liee de fa?on unidirectionnelle par son extremite 3* ou 5\ 

13. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que la sequence de nucleotide formant I'unite de detection est liee a la surface du 
capteur par photo-immobilisation. 

14. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que la sequence de nucleotides formant I'unite de detection est indirectement liee a la 
surface du capteur par une charpente moleculaire bifonctionnelle, elle-meme liee a 
ladite surface par une unite d'accrochage. 

15. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
que les composes permettant de former la charpente moleculaire sont choisis parmi, 
une entite moleculaire bifonctionnelle, tel qu'un agent de reticulation 
heterobifonctionnel, un anticorps modifie par un nucleotide ou Tun de ses fragments, 
des dendrimeres ADN de taille appropriee, et des colloides de metaux ou de 
composes nanocristallins semiconducteurs. 

16. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce que les 
composes permettant de former I'unite d'accrochage sont choisis parmi les 
immunoglobulines, la proteine A, la proteine G, et la proteine fusionnee A-G. 

17. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce que les 
composes permettant de former I'unite d'accrochage sont choisis parmi I'avidine, la 
neutravidine, la streptavidine et des oligonucleotides ADN ou ARN occupant un quart 
des sites de liaison biotine. 

18. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce que les 
composes permettant de former I'unite d'accrochage sont choisis parmi une 
polyhistidine marquee et un nitroloacetate marque. 
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1 9. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce que I'unite 
d'accrochage est formee par un oligonucleotide ayant une sequence de nucleotides 
partiellement complementaire de I'une des branches d'un dendrimere lorsque la 
charpente moleculaire a une architecture dendrimere. 
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